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新たな実験手技 .ラット頚部髄腔内投与法の有用性の評価
一府酔増強作用による行動薬理学的bt験での検討一
村 中 清 志 】)･佐 加 良 英 治 2)･倉 林 譲 3)
1)株式会社アニマルケア ･2)九州歯科大学 動物実験施設 ･
3)岡山大学医学部附属動物実験施設
要約 :ラットの硬 ･クモ膜下腔内への投与方法
としては､従来からカテーテル設置による大槽内
投与法が汎用されている｡しかし､これらの大槽
内投与法は､投与前に手術などの事前処置や回復
の時間が必要なことなどの制約があるため,速や
かに投与を開始することや短時間に多数のラット
へ授与することなどが困難である｡そこで､我々
はラットの後頭部から桂皮的に頭部髄腔内へ穿針
する投与法である頭部髄腔内投与法を開発した｡
今回は､その有用性を麻酔薬や催眠導入剤のスク
リーニングに用いられる麻酔増強作用により検討
を行った｡麻酔増強作用は塩酸ケタミンならびに
ペントバルビタールナトリウムを用いて､チオペ
ンタールナトリウム麻酔増強作用により行った｡
その結果､頚部髄腔内投与法は大槽内投与法に比
べ､ストレス無く投与できること｡すでに汎用さ
れている大槽内投与法投と同様の薬理学的評価が
得られた事などから､費部髄腔内投与法は大槽内
投与法に代わるラットの硬 ･クモ膜下腔内への投
与方法としての可能性が示唆された｡
緒 言
ラット硬 ･クモ膜下腔内投与法として大槽内投
与法が汎用されている｡この投与法は水頭症､髄
膜炎などの疾患モデルの作製 1)､薬理試験ならび
に毒性試験 2ト6)などに用いられ､後頭骨付近の
皮膚ならびに筋肉の剥離後に後頭結節と第一頚椎
の間膜から穿針 7)またはカテーテルの設置 8)Il)
による投与を一般的に行っている｡しかし､これ
らの大槽内投与法は ｢投与前に手術などの事前処
置が必要なこと｡処置には脳定位固定装置などが
必要なこと｡処置後に回復の時間が必要なこと｡｣
などといった制約があるため､速やかに投与を開
始することや短時間に多数のラットへ授与するこ
となどが困難である｡このため大槽内投与法は短
時間で多数の動物への投与を必要とする薬効スク
リーニングなどの試験には適していないとされて
おり 12),より効率的で速やかに投与が実施でき
る硬･クモ膜下腔内投与法の開発が望まれている｡
また､動物福祉の観点からも､できるだけ動物へ
負担を与えない投与方法が必要である｡
我々は､後頭部より後頭結節と第一頚椎の間膜
から桂皮的に頚部髄腔内に穿針する投与法(以下､
頚部髄腔内投与法と省略する)を考案し､その有
用性について検討を行っている 12)~14)｡これまで
の検討において､大槽内投与法と頭部髄腔内投与
法により色素をクモ膜下腔内に投与し､中枢への
色素拡散に投与法による違いが見られないこと
12)､5日間程度であれば連続投与がストレス無く
行えること 13)､ならびに 100〝1以下のリンゲル
液投与において､チオペンタールナトリウム (以
下､チオペンタールと省略する)での麻酔時間に
投与法による差がないこと 14)を確認している｡
今回は､その有用性を麻酔薬や催眠導入剤のス
クリーニングに用いられる麻酔増強作用を塩酸ケ
タミン (以下､ケタミンと省略する)ならびにペ
ントバルビタールナトリウム (以下､ペントバル
ビタールと省略する)を用いて､チオペンタール
麻酔増強作用により評価を行った｡その結果､頚
部髄腔内投与法が大槽内投与法に比べ､ストレス
無く行動薬理学的評価が行え､動物福祉の観点か
らも有用性が示唆されたので報告する｡
材料および方法
1.供試動物
日本クレアより購入した 7週齢の雄性 SDラッ
ト36匹を 1週間の予備飼育後､実験に供した｡
飼育環境は､温度 24±2℃,湿度 50±10%,明暗
サイクル 12時間 (明期 8:00-20:00),換気回数
15回/時間に設定された飼育室において､ステン
レス製ブラケットケージ(日本ケージ:200WX320D
X200Hmm)に､lケージ当たり 1匹を収容して
飼育を行った｡餌は CE-2(日本クレア)を自由
に摂取させ,飲水は水道水を自動給水ノズルから
自由に摂取させた｡
2.投与法
1)大槽内投与
ニL)
ペントバルビタール (ソムノペンチル,共立商
事)全身麻酔下 (25mg/kgI.p.投与)において､
背側頚部の剃毛をバリカンにより行い､剃毛部を
70%エチルアルコールで消毒した.次に後頭骨付
近の皮膚および筋肉を鈍性剥離し､後頭結節と第
一頚椎との間膜を眼科用努刀により小孔を開け､
カテーテル (ポリエチレンチューブ,外径 0.965mm､
日本ベクトン･ディッキンソン)を3mm挿入した｡
その後､カテーテルは外科用アロンアルファ (東
亜合成化学)で後頭骨に固定し､筋肉ならびに皮
膚を縫合した｡
実験は術後 24時間に行い､投与はマイクロシ
リンジ (HAMILTON)に接続した注射針を用い､無
麻酔下であらかじめ埋め込んであるカテーテルを
介して 30Ll/5secの速度で大槽内に授与した(写
真 1)｡
2)頚部髄腔内投与
ジエチルエーテル (和光純薬工業 :以下､エー
テルと省略する)麻酔下において､背側頚部の剃
毛をバリカンにより行い､剃毛部を 70%エチルア
ルコ-ルで哨毒した｡次 に頭部 は体躯に対し90
度になるよう保定し､触診で後頭結節と第一頚椎
との間膜を確認後､マイクロシリンジ (HAMILTON)
に接続した27C3/4インチの注射針を用いて､後
頭頚部表皮より後頭頚椎間の間膜に穿針して30
〝1/5secの速度で投与を行った (写真 2)｡
3.実験方法
実験の前日に体重を基に大槽内投与法によりリ
ンゲル液 (大塚製薬)､ケタミン (ケタラ-ル 50､
三共)ならびにペントバルビタールの投与を行う
3群､顕部髄腔内投与法によりリンゲル液､ケタ
ミンならびにペントバルビタールの投与を行う3
群の計 6群 (∩-6)を編成した｡群編成後に大槽
内投与を行う群のカテーテルの設置手術を行った.
各群の体重測定後､大槽内投与､頚部髄腔内投
与それぞれの投与法により､各試験物質を授与し
たO各試験物質の投与量は､リンゲル液 30JLJ､
ケタミン100〝g/30〝1､ペントバルビタール 100
Lg/30Ll)とした｡各試験物質投与後 5分にチオ
ペンタール 30mg/kgを尾静脈から授与し､側臥姿
勢から自発的に復位に戻るまでの麻酔時間を正向
反射の消失時間 3) 5)I6)として測定を行ったQ
得られたデータは平均値±標準偏差で表し､臨
床統計解析ソフト F)sher(中山書店)を用い､
群編成時と実験時の体重との比較を ト eーstにて､
正向反射の消失時間はリンゲル液投与群と各群と
の比較 ､投与法の違 いによる各群 の比較 を
DLlnnett■slestにより有意差検定を行った｡
4.倫理審査
本研究は九州歯科大学動物実験委員会での審査
ならびに承認 (実験許可 No.:Dト063)を得て行
?たo
写真1カテーテル設置による大槽内投与法
写真2頚部髄腔内投与法
結 果
1.群編成時と実験時の体重 (図 1)
大槽内投与各群では群編成時に比べ､実験時(辛
術処置 ･投与前)の体重に抑制がみられたが､有
意な差は認められなかった｡顕部髄腔内投与群で
は群編成時に比べ実験時 (投与前)に有意な体重
の増加が認められた｡
2.正向反射の消失時間 (図 2)
I)リンゲル液との比較
大槽内投与群ではリンゲル液投与群との比較に
お いて ペ ン トバ ル ビタ ー ル 投 与 群 に有 意
(pく0.05)な麻酔時間 (正向反射の消失時間)の
延長が認められ､顕部髄腔内投与群でもリンゲル
液投与群との比較においてペントバルビタール投
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与群に有意 (pく0.01)な麻酔時間の延長が認めら
れた｡なお､各投与群ともにケタミン投与群に有
意な麻酔時間の延長は認められなかった｡
2)投与法での比較
麻酔時間はリンゲル液,ケタミンならびにペン
トバルビタールの何れの群においても有意差は認
められなかったが,大槽内投与の方が麻酔時間が
長くなる傾向が見られた｡
群嶋成時 処覆故･投与前 群編成時 投与前
大槽内投与 頚部髄腔内投与
榊P(0_01
図 1群編成時ならびに投与前の体重の推移
?
?
?
?
?
? ? ?ー ? ? ?? ? ? ? ? ?? ? ? ? ?
? ? ?
?
?? ?
?? ? ?
リンゲル液 ケタミン ペントバルビタール
*P<0.05
**P<0.01
図2 正向反射の消失時間
考 察
1.投与法の違いについて
大槽内投与法は後頭骨付近の皮膚ならびに筋肉
を剥離して大槽内にカテーテルを設置する方法
8)~11)と直接穿針する方法 7)がある｡本実験では
カテーテル設置による大槽内投与に手術の影響と
思われる麻酔時間の延長や体重の抑制がみられた｡
また､大槽内に直接穿針する投与においても､投
与部位の切開 ･縫合といった手術が必要 7)である
ことからカテーテル設置手術と同様のストレスが
あると推察される｡従って,手術を要しない漠部
髄腔内投与法は大槽内投与法に比べ､ストレスな
く実験を行える有用な投与手技であると考えられ
た｡大槽内投与法と頚部髄腔内投与法の比較を表
1にまとめた｡
表1投与方法の比較
大槽内投与
大槽内穿針 カテーテル 頚部髄腔内投与
事前処置
特殊装置の必要性
回復時間の必要性
処置によるストレス
単固投与
連続投与
棟数の動物への投与
有り 有り
有り 有り
有り 有り
有り 有り
可能 可能
国難 可能
困難 可能
投与後短時間での評価 困難 可能
投与の難易度 やさしい やさしい
手術の難易度 やさしい やや難しい
ほとんど無し
無し
ほとんど無し
ほとんど無し
可能
可能
可能
可能
やや難しい
無し
2.体重の違いについて
頭部髄腔内投与各群においては実験時に有意な
体重の増加を認めた (図 1)｡これは成長に伴う
体重の増加によるものと考えられる｡他方､大槽
内投与各群は体重の抑制が認められたが､これは
カテーテル設置手術の影響が現れたと思われる｡
設置手術の影響としては､手術そのもののストレ
ス,手術時の麻酔薬,手術後の摂餌状態等が考慮
されるが､術後の観察などから､おそらく､手術
そのもののストレスが大きいと思われた｡
このように大槽内投与法では､投与前処置での
侵襲が大きいので､動物福祉の観点からも､同等
の評価が得られるのであれば､よりストレスの軽
い投与法を用いるべきである｡
3.麻酔増強作用について
マウス,ラット等の小動物に被検薬物を投与し
その行動に及ぼす影響を観察する一般一次スクリ
ーニング法において､全身麻酔薬や睡眠薬等のよ
うに意識レベルに影響を及ぼす薬物であるか否か
を検討する場合には､その指標として正向反射の
消失を用いる｡この正向反射の消失を指標とする
薬物スクリーニング法は､薬物単独投与時のはか
に､他の睡眠薬や麻酔薬との協力作用を検討する
際にも用いられる｡例えば､ベンゾジアゼピン誘
導体はエーテル､麻酔薬､バルビツレー ト等の中
枢神経系抑制作用を増強する｡このように麻酔増
強作用は麻酔薬や睡眠薬の一次スクリーニングに
良く用いられる 3)｡麻酔増強作用はベンゾジアゼ
ピン系睡眠薬のスクリーニングに用いられるクロ
ルプロチキセン睡眠増強作用 3)I5)一6)とエーテル
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やバルビツレー ト等の麻酔薬に対する麻酔時間延
長作用の検討に用いられるチオペンタール麻酔増
強作用 3),4)I6)がある｡
今回は試験物質としてバルビツレー トを用いた
ので､チオペンタール麻酔増強作用を選択した｡
4.麻酔増強作用の差について
今回の実験では大槽内投与法､頭部髄腔内投与
法の両投与群において､リンゲル液投与群との比
較においてペントバルビタール投与群に有意な麻
酔時間 (正向反射の消失時間)の延長が認められ
たが､各投与群ともにケタミン投与群に有意な麻
酔時間の延長は認められなかった (図 2)｡ケタ
ミンはバルビツレー トとは異なり､主として脳幹
網様体賦活系に作用するのではなく､むしろ皮質
および辺縁系に存在する受容体に作用する 15)解
離性麻酔薬 16)であり､おそらくこれがケタミン
とペントバルビタール間の麻酔増強作用の差にな
ったものであると推察される｡
頚部髄腔内投与では投与時のエーテル麻酔が麻
酔増強作用に影響すると思われたが､今回の実験
では､一過性の超短時間のエーテル麻酔であった
ため､その影響を確認することはできなかった｡
5.投与法の違いと麻酔時間について
麻酔時間はリンゲル液､ケタミンならびにペン
トバルビタールの何れの群においても有意差は認
められなかったが､大槽内投与の方が麻酔時間が
長くなる傾向が見られた (図 2)｡おそらく､カ
テーテル設置手術の侵襲によりエネルギーが奪わ
れ (体重の減少に現れている)､肝臓でのチオペ
ンタールの代謝 17)が遅れ､麻酔時間が延長した
ものと推察される｡カテーテル設置手術時のペン
トバルビタール麻酔の直接の影響は､実験がチオ
ペンタールの排壮半減期 9時間 17)を超える術後
24時間後に行われていることなどから､ほとん
ど無いものと思われる｡
6.頚部髄腔内投与法の評価
大槽内投与法ならびに頚部髄腔内投与法いずれ
の投与方法においてもペントバルビタール投与群
では麻酔時間の有意な延長が認められたが､ケタ
ミン投与群では有意な麻酔時間の延長は認められ
ないという結果が得られた｡麻酔時間はリンゲル
液､ケタミンならびにペントバルビタールの何れ
の群においても大槽内投与の方が麻酔時間が長く
なる傾向が見られたが､有意差は認められなかっ
た (図 2)｡よって､チオペンタール麻酔増強作
用の評価においては頚部髄腔内投与法は大槽内投
与法とほぼ同様の評価が可能であると考えられた｡
また､これまでの考察から頭部髄腔内投与法は大
槽内投与法に比べ､投与前の手術処置による侵襲
がほとんど無く､特殊な装置を必要とせず､短時
間に多数の動物への様々な投与方法が可能である
(表 1)｡ただ､投与に関してはトレーニングと
習熟を必要としている事､投与時に全身麻酔下に
おかねばならないことなどが短所として考えられ
る｡よって､手術侵襲が問題となるような投与や
多数の動物への短時間で行う連続投与等では大槽
内投与法より頚部髄腔内投与法の方が適している
と思われる｡また､投与時に全身麻酔下におくこ
とが問題なければ､頚部髄腔内投与法は大槽内投
与法と同様に薬理学的評価に利用可能であると推
察される｡
動物福祉の観点から､動物実験者は代替法やよ
り苦痛の少ない実験方法を検討する義務を負って
いる｡頚部髄腔内投与法はこの点に関しても､大
槽内投与法より有効な投与方法であると思われる｡
今後､実験を重ね､投与技術 ･投与時の全身麻
酔の必要性を解決し､投与ストレスの少ないラッ
トの硬 ･クモ膜下腔内への投与方法として､頚部
髄腔内投与法が大槽内投与の代替法となるようデ
ーターを揃えていきたい｡
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